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RESUMEN
En el presente trabajo se ha estudiado el efecto del tipo de explanto y del 
genotipo en la transformación genética de líneas embriogénicas del castaño 
europeo (Castanea sativa Mill), así como su crioconservación. Los embriones 
somáticos aislados en el estado globular o grupos de 2-3 embriones en el 
estado globular o torpedo fueron los más efectivos para la transformación. 
Se logró la transformación en las siete líneas embriogénicas evaluadas, si 
bien el porcentaje de éxito es claramente dependiente del genotipo. Las líneas 
transgénicas fueron posteriormente crioconservadas utilizando el método de 
vitrificación. Así mismo, se han iniciado los ensayos para la transformación 
de estas líneas utilizando un gen (CsTL-1) que codifica una proteína tipo 
osmotina (taumatina), de carácter antifúngico que podría inducir tolerancia a 
la enfermedad de la tinta.
Palabras clave: Castanea sativa, crioconservación, castaño europeo, 
transformación genética.
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ABSTRACT
The aim of the present work was to study the effect of the type of 
explant and the genotype on the genetic transformation of embryogenic lines 
of European chestnut (Castanea sativa Mill) as well as the cryostorage of 
transgenic lines. Somatic embryos isolated in the globular stage or clumps 
of 2-3 embryos in globular or early torpedo stages were more effective on 
transformation efficiency than embryos isolated at the cotyledonary stage. All 
of the seven genotypes tested were transformed, although the transformation 
efficiency was clearly genotype dependent. Transgenic lines were successfully 
cryopreserved using the vitrification procedure. Genetic transformation 
experiments with the antifungal thaumatin-like protein CsTL1 have been 
initiated to induce tolerance to ink disease.
Key words: Castanea sativa, cryopreservation, European chestnut, 
genetic transformation.
INTRODUCCIÓN
Entre las especies de castaño, Castanea sativa Mill es la única especie 
nativa del género Castanea en Europa. El castaño europeo es una especie 
con una amplia distribución y un importante papel económico en Europa, 
cubriendo un área de más de dos millones de hectáreas (Conedera et al., 
2004). Considerada como una especie forestal, el castaño se utiliza además 
como una especie cultivada para la producción de fruto, y en Europa 
podemos encontrar tres regímenes de utilización forestal: bosque, monte 
bajo y huerto semillero. La enfermedad de la tinta (causada por el hongo 
Phytophthora spp.) y el chancro (causado por Cryphonectria parasitica) son 
dos de las enfermedades más importantes que afectan al castaño europeo. El 
primer programa de investigación para desarrollar híbridos euro-japoneses 
tolerantes o resistentes a la enfermedad de la tinta fue iniciado en España en 
1921 (Vieitez et al., 1996).
Los programas de mejora convencional en árboles requieren largos 
períodos de tiempo debido a su naturaleza biológica. En Europa, y a partir 
de los híbridos de primera generación, no se han llevado a cabo programas 
de retrocruzamientos encaminados a obtener castaños resistentes con las 
características fenotípicas del castaño europeo y, probablemente, no se 
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efectuaran en el futuro. Mediante los programas de mejora convencional, 
se han obtenido híbridos de primera generación que se han distribuido por 
diversos países europeos, lo cual puede implicar la pérdida en muchas zonas 
de castaño de un cierto número de características específicas de C. sativa, 
además de que se pueden haber introducido caracteres no deseados en la 
especie nativa.
La transformación genética de especies de Castanea con genes con 
propiedades antifúngicas o antimicrobianas para aumentar su resistencia 
o su tolerancia a la enfermedad puede considerarse como una alternativa 
biotecnológica segura y complementaria a los esfuerzos de la mejora 
convencional. La tolerancia a hongos mediante la expresión de genes 
heterólogos cuyos productos han demostrado actividad antifúngica in vitro, 
tales como proteínas relacionadas con la patogénesis (PR), sería una interesante 
vía (Van Loon, 1997; Lorito et al., 1998). En este sentido, Maynard et al. (2008) 
han desarrollado plantas transgénicas de castaño americano (C. dentata) que 
portan un gen oxalato-oxidasa con el objeto de aumentar su resistencia al 
chancro. El primer protocolo de transformación genética en Castanea sativa 
fue descrito por Corredoira et al. (2004a, 2006a), mediante el co-cultivo 
de embriones somáticos con distintas cepas de Agrobacterium tumefaciens 
portadoras de genes marcadores. En este protocolo parámetros como la 
combinación cepa bacteriana de Agrobacterium/plásmido, la densidad óptica 
del cultivo bacteriano, el tiempo de co-cultivo, el efecto de la acetosiringona 
o el procedimiento de selección fueron evaluados pero utilizando únicamente 
una línea embriogénica. 
Para el mantenimiento a largo plazo de genotipos específicos o líneas 
celulares, y para evitar el riesgo de una posible variación somaclonal 
como consecuencia de un prolongado período de cultivo in vitro, la 
crioconservación en nitrógeno líquido puede considerarse como una 
herramienta poderosa mientras se realizan los ensayos en campo de las líneas 
que derivan del cultivo in vitro. Se han descrito protocolos de crioconservación 
para cultivos embriogénicos obtenidos en diferentes especies forestales como 
roble (Martínez et al., 2003), alcornoque (Valladares et al., 2003) o pícea 
(Touchell et al., 2002). En estos protocolos se ha empleado la deshidratación 
de las muestras con elevadas concentraciones de azúcares o azúcares alcohol 
como el sorbitol y el tratamiento con soluciones vitrificadoras como paso 
previo a una rápida congelación en nitrógeno líquido (Sakai 2000). De 
acuerdo a este procedimiento, se ha logrado con éxito la crioconservavión 
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de cultivos embriogénicos de castaño europeo (Corredoira et al., 2004b). En 
los ensayos de transformación de castaño se generan un gran número de 
líneas transgénicas por lo que el uso de la tecnología de crioconservación 
descrita, sería adecuado para almacenarlas de forma segura y a bajo coste. 
Aunque los trabajos en los que se aplican protocolos de crioconservación a 
material transgénico son escasos, especialmente en el caso de los cultivos 
embriogénicos, podemos mencionar los descritos para crioconservación de 
yemas aisladas de brotes transgénicos de abedul (Ryyänen et al., 2002) o de 
chopo (Jokippi et al., 2004).
Los objetivos del presente trabajo son: 1) mejorar la eficacia de la 
transformación genética de cultivos embriogénicos de castaño según el tipo 
de explanto y el genotipo utilizado y 2) estudiar los factores que influyen en 
la crioconservación de las líneas embriogénicas transformadas.
MATERIAL Y MÉTODOS
Material vegetal
Se utilizaron embriones somáticos de castaño en diferentes estados 
de desarrollo: embriones aislados en estado globular, pequeños grupos de 
embriones (2-3 embriones en el estado globular o torpedo) y embriones 
somáticos aislados en estado cotiledonar. Para evaluar el efecto del genotipo 
sobre las tasas de transformación, se utilizaron grupos de 2-3 embriones 
somáticos en estado globular o torpedo aislados de siete líneas embriogénicas 
de castaño previamente establecidas in vitro y mantenidos mediante 
embriogénesis secundaria o repetitiva (Vieitez et al., 1990; Corredoira et al., 
2003, 2006b). 
Transformación, selección y regeneración
Los explantos diana fueron cocultivados durante 4 días con la cepa 
EHA 105 de Agrobacterium tumefaciens transformada con el plásmido 
pUbiGUSINT según el protocolo descrito por Corredoira et al. (2004a). Este 
plásmido contiene el gen de la neomicina fosfotransferasa II (nptII) controlado 
por el promotor de la nopalina sintasa (nos) que confiere resistencia a la 
kanamicina y el gen de la β-glucuronidasa (uidA) controlado por el promotor 
de la ubiquitina de maíz (Ubi-1) y con un intrón en su secuencia para evitar 
que se exprese en bacterias (Humara et al., 1999) (Figura 1). 
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Fig. 1. Esquema del ADN-T del plásmido pUbiGUSINT. RB borde derecho del ADN-T; 
LB borde izquierdo del ADN-T; nos-pro y nos-ter promotor y terminador del gen de la 
nopalina sintasa respectivamente; nptII región codificante del marcador de la neomicina 
fosfotransferasa II; Ubi-1-pro promotor del gen de la ubiquitina de maíz; uid-A región 
codificante del gen de la β-glucuronidasa; Int intrón.
Las suspensiones bacterianas crecieron en el medio LB líquido 
suplementado con kanamicina (50 mg/l) y ácido nalidíxico (50 mg/l) en un 
agitador orbital a 150 rpm, 28ºC y en oscuridad. Las suspensiones se dejaron 
crecer hasta alcanzar una DO600 nm de 0.6, empleándolas directamente para la 
infección de los explantos. Para ello, los embriones somáticos se sumergieron 
en 25 ml de la suspensión durante 30 minutos. A continuación, los explantos 
se secaron en papel y se inició el co-cultivo con A. tumefaciens en placas Petri 
con medio de proliferación que consistió en medio MS (Murashige y Skoog, 
1962) suplementado con 3 mM de glutamina, 0.1 mg/l de 6-benciladenina, 
0.1 mg/l de ácido naftalén acético, sacarosa 3% y agar Sigma 0.7%, sin 
antibióticos, manteniéndose el co-cultivo durante 4 días, en oscuridad y a 
una temperatura de 25ºC. Tras el co-cultivo, los embriones somáticos se 
lavaron durante 30 min en agua MilliQ estéril con 300 mg/l de cefotaxima. A 
continuación, se inocularon en placas Petri con medio de proliferación al que 
se añadieron kanamicina (150 mg/l), cefotaxima (200 mg/l) y carbenicilina 
(300 mg/l) (medio de selección). Después de 12 semanas de cultivo, con 
subcultivos a medio de selección fresco cada 15 días, se evaluó la eficiencia 
de transformación definida como el porcentaje de explantos iniciales que 
desarrollan actividad β-glucuronidasa (Jefferson, 1987).
En cada experimento, se utilizaron 6 placas por tratamiento y línea y en 
cada placa se inocularon diez explantos.
Evaluación de la actividad β-glucuronidasa
Para determinar la expresión del gen uidA en los embriones somáticos 
(con crecimiento en medio selectivo; Figura 2 A) y en las hojas de las plantas 
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obtenidas a partir de su germinación, se utilizó el ensayo histoquímico descrito 
por Jefferson (1987). Los explantos se incubaron a 37ºC durante 8 horas en 
tampón de incubación con el X-Gluc como sustrato de la enzima. Después del 
período de incubación, los explantos con coloración azul en toda su extensión 
se consideraron GUS positivos (Figura 2 B y C).
Fig 2.- Transformación genética de embriones somáticos de castaño europeo. 
A Embriones somáticos resistentes a la kanamicina después de 12 semanas de crecimiento en 
el medio de selección. B Análisis histoquímico GUS de embriones somáticos transgénicos 
obtenidos con la combinación cepa/plásmido EHA 105/pUbiGUSINT. C Análisis 
histoquímico GUS de una hoja procedente de una planta obtenida de la germinación de un 
embrión somático transgénico. Escala: 1 mm.
Análisis molecular
La confirmación de la presencia de los genes nptII y uidA en las líneas 
GUS-positivas se realizó mediante PCR y Southern Blot. Para ello, se obtuvo 
el ADN genómico de las líneas embriogénicas transformadas y del control 
sin transformar utilizando el kit de extracción DNeasy Plant Kit (Quiagen) 
siguiendo las recomendaciones de la casa comercial. Para la amplificación por 
PCR se usaron los siguientes cebadores: 5’ GTCATCTCACCTTGCTCCTGCC3’ y 
5’ AAGAAGGCGATAGAAGCGA 3’ para el gen nptII y 5’GGTGGGAAAGCGCGA 
3’ y 5’ CCTGGATCCACCATGGCTATGG 3’ para el gen uidA. Los tamaños 
esperados de los fragmentos amplificados mediante PCR utilizando estos 
cebadores son de 472 pb para el gen nptII y 589 pb uidA. La mezcla de reacción 
(50µl) contiene 300 ng de ADN genómico, 200 µM de dNTPs, 0,6 µM de cada 
cebador y 1U de taq ADN polimerasa (Quiagen). Para la amplificación del gen 
nptII, las reacciones se sometieron a 35 ciclos de 0,5 min a 94ºC, 0,5 min a 
60ºC y 0,7 min a 72ºC mientras que para la amplificación del gen uidA las 
reacciones se sometieron a ciclos de de 1 min a 94ºC, 1 min a 55ºC y 1,5 a 72ºC. 
Todas las reacciones estuvieron precedidas de una desnaturalización inicial 
de 5 min a 95ºC y tras los 35 ciclos se añadió un paso final de 5 min a 72ºC.
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Para el Southern blot, se utilizaron 30 µg de ADN genómico digerido 
con las enzimas de restricción PstI y HindIII, obteniéndose fragmentos 
de 1.6 Kb para el gen nptII y de 4,3 kb para el gen uidA (Figura 1). Los 
fragmentos del ADN digerido se separaron electroforéticamente en geles de 
agarosa al 1%. A continuación se transfirió el ADN a membranas de nylon 
por capilaridad (Porablot NY plus, Macharey-Nagel). El ADN fijado a las 
membranas se hibridó con sondas de ADN marcadas con α-32 P y preparadas 
por PCR. Las membranas se lavaron en condiciones estándar y se utilizaron 
para exponer películas de revelado Biomax (Kayak, Eastman Kodak) a -70ºC 
entre 2 y 4 días.
Crioconservación de las líneas embriogénicas transformadas
En las experiencias de crioconservación, se utilizaron embriones somáticos 
de Castanea sativa procedentes de la línea C12-H1 y su correspondiente 
transgénica obtenida previa transformación con la cepa EHA105pUbiGUSINT. 
Como explantos para la crioconservación se utilizaron pequeños grupos 
(6-8 mg) de 2-3 embriones somáticos en estado globular o inicio de torpedo 
aislados de cultivos embriogénicos de la línea transformada y sin transformar. 
La crioconservación se llevó a cabo utilizando el método de vitrificación según 
el protocolo descrito por Corredoira et al. (2004 b). La presencia de los genes 
marcadores en los embriones transformados después de la crioconservación 
fue confirmada mediante análisis PCR y Southern blot tal y como se ha 
descrito en el apartado anterior.
Los embriones somáticos se precultivaron durante 3 días en medio de 
proliferación sin reguladores de crecimiento y con sacarosa 0,3 M. Transcurrido 
ese tiempo los explantos se colocaron en crioviales con 1,8 ml de solución 
vitrificación PVS2 (30% w/v glicerol, 15% w/v DMSO, 15% w/v etilenglicol 
en medio MS conteniendo sacarosa 0,4 M) (Sakai et al, 1990). Después de 60 
minutos a 0ºC en la solución PVS2, la mitad de las muestras se sumergieron 
en nitrógeno líquido (NL). Después de 24 h, los explantos se retiraron del NL 
y se descongelaron colocando los crioviales en baños de agua a 42 ºC durante 
2 minutos. Además del tratamiento de crioconservación de los embriones con 
aplicación de PVS2 se utilizaron tres controles: embriones no precultivados 
ni tratados con PVS2 y ni sumergidos en NL (control total); embriones no 
precultivados ni tratados con PVS2 y sumergidos en NL (control nitrógeno); 
embriones precultivados tratados con PVS2 y no sumergidos en NL (control 
PVS2). Todos ellos fueron cultivados en medio de proliferación durante 6 
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semanas. Transcurrido ese tiempo, se evaluó el porcentaje de explantos que 
regeneraban nuevos embriones somáticos.
Se utilizaron 3 placas con diez explantos por cada tratamiento tanto de la 
línea transgénica como para la no transformada y el experimento se repitió 
tres veces en el tiempo.
Análisis estadístico
 Los resultados obtenidos se analizaron mediante análisis de la varianza 
y la comparación de las medias se estimó mediante el test de la Diferencia 
mínima significativa (DMS) para un nivel de significación del 95% (p=0.05). 
Los datos expresados en porcentaje fueron previamente sometidos a una 
transformación con la función arcoseno X1/2 que permitió la normalización 
de los valores. 
RESULTADOS Y DISCUSIÓN
Transformación genética de líneas embriogénicas
En nuestro sistema el estado de desarrollo de los embriones somáticos 
tiene una notable influencia sobre la frecuencia de transformación. Varios 
autores han puesto de manifiesto que la identificación del tipo de explanto 
a transformar es el principal factor a tener en cuenta cuando se trata de 
definir un protocolo de transformación (Birch, 1997; Andrade et al., 2009). 
La frecuencia de transformación, definida como el porcentaje de explantos 
iniciales que dan una repuesta GUS +, es significativamente más elevada al 
utilizar embriones globulares aislados o grupos de embriones (30% en ambos 
casos) que la obtenida con embriones en estado cotiledonar (6,7%). Esta 
reducida frecuencia de transformación puede deberse a la menor capacidad 
de proliferación mediante embriogénesis secundaria que presenta este tipo de 
explanto (3 embriones somáticos por explanto), en comparación a la de los 
grupos y embriones globulares (9.2 y 9.0 embriones somáticos por explanto, 
respectivamente). Los embriones en estado globular y torpedo fueron más 
susceptibles a la infección con Agrobacterium, probablemente relacionado 
con el hecho de que los embriones somáticos en estos estados de desarrollo 
tienen un mayor número de células embriogénicas activas que en el estado 
cotiledonar (Yeung, 1999).
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El genotipo también evidenció tener gran una influencia en la eficiencia de 
transformación en castaño. De las siete líneas evaluadas, dos producen unas 
elevadas frecuencias de transformación (21.7 y 33.8%), mientras en las otras 
cinco líneas los porcentajes son sensiblemente más bajos (3.3, 5.0, 1.7, 1.7 y 
10%). Estas diferencias en los porcentajes de transformación relacionadas con 
el genotipo han sido mencionadas también en otras especies leñosas, como 
pino (Bergmann y Stomp, 1992), chopo (Fladung et al., 1997), alcornoque 
(Álvarez y Ordás, 2007), así como en el castaño americano (Polin et al., 2006; 
Andrade et al., 2009).
El análisis mediante PCR de los genes uidA y nptII fue positivo (Figura 
3 A y B) para todas las líneas analizadas, evaluándose 64 de las 195 líneas 
transgénicas obtenidas. Éstas habían sido establecidas a partir de los 
embriones con crecimiento en medio selectivo y que posteriormente dieron 
respuesta positiva al GUS. Embriones somáticos de las líneas embriogénicas 
no transformadas se utilizaron como controles negativos, no observándose 
amplificación. El análisis mediante Southern blot del ADN genómico aislado 
de dos líneas transgénicas y del plásmido (control positivo) mostró la presencia 
del gen uidA, mientras que éste no fue detectado en los embriones somáticos 
no transformados utilizados como control negativo (Figura 3 C).
Fig. 3.- Amplificación por PCR de fragmentos de las secuencias de los transgenes. 
A Fragmento de 589 pb correspondiente a la secuencia de uidA. B Fragmento de 472 pb 
correspondiente a la secuencia de nptII. C Análisis mediante Southern blot del gen uidA 
en el ADN de dos líneas embriogénicas transformadas. M marcador de peso molecular; 
W control con agua (sin ADN); U control negativo (castaño sin transformar); P control 
positivo (Plásmido); 1-18: líneas transformadas.
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Los embriones transformados se germinaron según el protocolo 
establecido por Corredoira et al. (2003, 2008) utilizando un medio de 
germinación, en este caso, suplementado con 75 mg/l de kanamicina. Las 
tasas de conversión a plantas fueron bajas (6.3 - 11%), a lo que hay que añadir 
el caso de los embriones germinados que solo desarrollaron brotes los cuales 
podían multiplicarse con éxito mediante la proliferación de las yemas axilares, 
permitiendo la obtención de un gran número de brotes transgénicos a partir 
de distintas líneas embriogénicas transformadas. Las plantas de castaño 
transgénicas fueron enraizadas y posteriormente aclimatadas en un fitotrón. 
La presencia de los genes transferidos en las hojas de estas plantas se verificó 
mediante análisis GUS y PCR.
Crioconservación de las líneas embriogénicas transgénicas
Las líneas embriogénicas obtenidas en los diversos experimentos 
de transformación se mantienen mediante embriogénesis secundaria. La 
crioconservación puede considerarse como una alternativa segura que facilita 
el manejo y mantenimiento de las líneas de embriones transgénicas, limitando 
los riesgos de contaminación, a la vez que reducen los costes de labor y 
mantenimiento. La línea transgénica C12-H1-pUbi-71 fue crioconservada 
con éxito usando el método de vitrificación. La tasa de supervivencia de la 
línea transgénica (70%) fue similar a la obtenida con la línea no transformada 
(67,8%) (Figura 4 A). Sin embargo, el porcentaje de recuperación embriogénica 
de la línea transformada fue ligeramente inferior al resultante de la línea no 
transgénica (65,6%), aunque sin diferencias significativas (Figura 4 B). 
La presencia del gen uidA fue confirmada mediante PCR y análisis Southern 
blot usando el ADN extraído de embriones somáticos crioconservados y no 
crioconservados. Estos resultados muestran que la integridad del transgen no 
se ve afectada por el proceso de crioconservación.
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Fig. 4.- Frecuencias de supervivencia (A) y de recuperación embriogénica (B) de grupos 
de embriones somáticos de una línea no transformada C12-H1 (wt) y su correspondiente 
línea transgénica (C12-H1-pUbi-71) después de ser precultivados en un medio con sacarosa 
y tratados con la solución de vitrificación PVS2 durante 60 minutos con (NL+) o sin (NL-) 
inmersión en nitrógeno líquido. Los controles no han recibido ni precultivo con sacarosa ni 
PVS2. Valores representa las medias ± SE.
Perspectivas futuras
El gen CsTL-1, que codifica una proteína tipo osmotina (taumatina), ha sido 
aislado a partir de cotiledones maduros de castaño europeo (Garcia-Casado 
et al., 2000). Ensayos in vitro con esa proteína han mostrado su capacidad 
antifúngica, por lo que parece posible incrementar la tolerancia a la tinta del 
castaño mediante la transferencia del gen que la codifica. Con el objeto de 
evaluar esa posibilidad, el primer paso será la construcción del vector binario 
CamMV-35S promoter-Taumatina (p35SCsTL1). El cDNA CsTL1, 1Kb, 
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proporcionado por la Dra. Allona (ETSI Montes, UP Madrid, España), fue 
utilizado para realizar la reacción de PCR con cebadores específicos de CsTL1 
(5’ GAGCTCGGGTAACC 3’ and 5’ GTGGATCCCCCGGGG3’). Cada 
cebador lleva un lugar de restricción (BamHI and SacI, respectivamente) 
lo que nos permitirá dirigir la clonación del producto de PCR generado. 
Para obtener la secuencia del gen CsTL1, el producto de PCR fue digerido 
con BamHI and SacI y el fragmento resultante fue purificado en un gel de 
agarosa. Este fragmento fue subclonado en los lugares de clonación BamHI 
and SacI del vector binario pBI121 (Clontech, Palo Alto CA), sustituyendo al 
gen uidA. El vector obtenido fue denominado p35SCsTL1 y transferido a la 
cepa C58C1 de Agrobacterium tumefaciens empleando el método descrito 
por Holsters et al. (1978). Las bacterias recombinantes fueron seleccionadas 
en medio LB suplementado con 50 mg/L kanamicina, 25 mg/L gentamicina 
y 20 mg/L rifampicina. 
Se han iniciado los primeros experimentos de transformación utilizando 
la construcción obtenida p35SCsTL1, siguiendo el protocolo definido por 
Corredoira et al. (2004a, 2006a) con las mejoras aquí presentadas. 
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